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第１章  
緒論  
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世界で初めて体外受精 （ conventional  in  vi tro  fert i l ization:  
c -IVF）による体外受精児の報告（ Steptoe and Edwards,  1978）
がされてから、ヒト生殖補助医療は日進月歩で発展し 、 1992 年
に は 、 Palermo ら が 世 界 で 初 め て 卵 細 胞 質 内 精 子 注 入 法
（ Intracytoplasmic  sperm inject ion:  ICSI）を用いて、妊娠出産
に成功している。この報告は、不妊治療におけるブレークスルー
となり、それまで c-IVF では受精させることができなかった乏精
子症などの男性不妊症でも、さらには無精子症などの重度男性不
妊 症 に お い て も 精 巣 内 精 子 な ど 用 い る こ と で 受 精 卵 を 作 出 す る
ことが可能となった。  
ヒト以外の哺乳動物では、 Uehara ら（ 1976）がハムスターを
用いて初めて受精卵の作出に成功している。1990 年には Goto ら
がウシで、 1995 年には Kimura らがマウスにて産仔の獲得に成
功に成功している。霊長類では 2003 年に Hosoi らがニホンザル
の受精卵の作製に成功している。  
ICSI は、細いガラス管（インジェクションピペット） を用い
て、卵細胞質内に精子を１個注入し受精させる方法であり、現在
は用いるインジェクションピペットの形状などにより、実験動物
などで用いられているピエゾ ICSI とヒト生殖医療に主に用いら
れている conventional  ICSI（ c-ICSI）とに大別される。ピエゾ
ICSI は、先端が平らなインジェクションピペットを用いてピエ
ゾパルスにより透明帯や卵細胞膜を穿破する方法である。それに
対して c-ICSI は、先端が鋭利なインジェクションピペットを用
いて、インジェクションピペットを推し進める推進力により透明
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帯や卵細胞膜を穿破する方法である。  
また、ICSI は c -IVF とは異なり精子の運動性は必須ではない。
我々の研究室では、これまで貴重な実験用霊長類であるヨザルに
つ い て の 生 殖 細 胞 の 形 態 学 的 な 報 告 （ Nakazato et  al . ,  2015 ;  
Matsumoto et  al . ,  2015）を行ってきたが、Nakazato ら（ 2015）
によれば、ヨザル精巣上体尾部精子の性状は不良であった。ヨザ
ルは、飼育管理下においての繁殖には成功しているものの、その
繁殖性は高いとは言えず、遺伝資源としてのヨザルの配偶子や胚
の保存や個体の人為的な生産を効率的に行うために、IVF は有効
な手段である 。 し か し な が ら 、 前 述 し た と お り 、 ヨ ザ ル 精 子 の 性 状
は不良であるため c-IVF では胚の作出が困難であり、ICSI が必要
だと考えられた。また、ヨザル卵子は、形態的にヒト卵子に近い
ことも報告されていることから（ Matsumoto  et  a l . ,  2015）、精子
の性状が不良である点も合わせて考えると、ヒト生殖医療におけ
る ICSI の適応（男性不妊）と合致する部分もあり、ヒト不妊症
のモデルとして期待される。  
 そこで本研究で は、ヨザル胚の作出を目的として第 2 章では、
ヨザル精子の卵活性化能の有無を調べるため、マウス卵子へのピ
エゾ ICSI を行った。さらには、得られた前核期胚を用いて、ヨ
ザル精子の染色体標本の作製を試みた。第 3 章では、ヨザルより
採卵された未熟卵子を体外成熟により成熟させ、得られた成熟卵
子と精子を用いてピエゾ ICSI を行い、胚の作出を試みた。あわ
せて得られたヨザル胚を継続培養し、胚発育を観察した。第 4 章
では、ヒト生殖医療におけるピエゾマイクロマニピュレーターの
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有用性を検討するため、同意の得られた ICSI 適応の患者の卵子
へピエゾ ICSI を施行し、従来法である c-ICSI との成績を比較検
討した。  
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第２章  
マウス卵子へのヨザル精子の卵細胞質内  
精子注入による卵活性化能の確認と  
ヨザル精子染色体標本の作製  
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２－１．緒言  
 Palermo ら（ 1992）がヒトにおいて初めて ICSI を用いて妊娠
出産に成功して以来、 ICSI は数多くの男性不妊症患者に福音を
もたらしてきた。ICSI では理論上、1 個の卵子に 1 個の精子を注
入し受精させるので、卵子の数だけ生存精子があれば治療可能で
あり、今や男性不妊症や体外受精での受精障害症例などに対して
なくてはならない治療法となった。しかし、確実に卵細胞質内へ
精子を注入することができる ICSI においても、受精率が低値を
示す症例や、全く受精しない症例が報告されている（ Yoon et  al . ,  
2008）。その原因の一つとして、精子の持つ卵活性化能が不十分
であることが知られている（ Sakkas  et  al . ,  1996）。しかし、そ
のような卵子活性化能の低い精子を用いて ICSI を行う場合でも、
ICSI 施行後に化学物質や電気刺激を用いて 卵子の活性化を行う
ことで、受精率が改善することが報告されている（ Zhang  et  al . ,  
1999;  Nakagawa et  al . ,  2001）。  
一方、ヨザルは、その生殖細胞、生殖能力や体外受精に関する
報告がほとんどなく、わずかに本研究室による報告がみられるだ
けである（ Nakazato  et  al . ,  2015;  Matsumoto  et  al . ,  2015）。
Nakazato ら（ 2015）によればヨザルの精子は、その性状が不良
であり、体外受精が不成功であった ことが報告されており、ヨザ
ル胚の作出には体外受精では難しく ICSI が必要となるが、ヨザ
ル精子に卵活性化能を有するか懸念される。 ICSI でのヨザル胚
の作出を試みる際には、貴重なヨザル卵子を使用するため 、 1 個
の卵子も無駄にしないよう、事前にヨザル精子の卵活性化能の有
10 
 
無を調べることは、重要だと考えられた。  
 本章の実験では、ヨザル精子が卵活性化能を有するか否かを明
らかにすることを目的とし、異種精子の顕微注入でも前核の形成
が確認されているマウス卵子へのヨザル精子の ICSI を施行し、
前核の形成を観察、その成績を検討した。  
 また、前核を形成した卵を用いて染色体標本を作製し、ヨザル
精子の染色体分析が可能か否か検討した。  
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２－２．材料と方法  
・供試動物  
ヨザル  
今回の実験は、東京大学動物実験実施規則に準じて行った。鹿
児 島 県 奄 美 大 島 に あ る 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 動 物 研 究 施 設 で 飼
育されたヨザル雄 5 頭の精子を用いた。これらの雄ヨザルは、飼
育室内の個別のケージ（長さ 630mm、高さ 900mm、幅 630mm）
内にて、明暗サイクルは自然の日の出、日没に合わせて飼育され
ていた。また、不断給餌であり、毎日新鮮な果物やサツマイモと
一緒に市販の飼育用飼料（ CMS-1M、日本クレア）を与えていた。
ケージには登ることのできるバーがあり、お互いを見る、また声
を聴くことが可能であった。  
 
マウス  
実 験 に は 、 卵 子 提 供 用 と し て 3 ～ 5 ヶ 月 齢 の BALB/c ×
C57BL/6J の雌マウスを供試した。すべてのマウスは明期 14 時
間（ 5:00～ 19:00）、暗期 10 時間（ 19:00～ 5:00）の人工照明、室
温 22～ 25℃、不断給餌・給水の条件下で飼育した。マウスの飼
養および実験は、国立大学法人宇都宮大学動物実験等管理 規程に
基づき行った。  
 
・採卵  
過 排 卵 処 理 を 行 う た め に 、 成 熟 雌 マ ウ ス に 18:00 に equin 
chorionic  gonadotropin（ eCG,  あすか製薬） 5IU を腹腔内投与
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し、その 48 時間後に human chorionic  gonadotropin  （ hCG, あ
すか製薬） 5IU を腹腔内投与した。 hCG 投与 14 時間後に頸椎脱
臼により雌マウスを安楽死させた。眼科用ハサミで傷つけないよ
う に 注 意 し な が ら 左 右 の 卵 管 を 採 取 し 、 ろ 紙 で 血 液 を ぬ ぐ い 、
0.1%ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ を 覆 っ て い る 流 動 パ ラ フ ィ ン の 中 に 入 れ
た。実体顕微鏡下で卵管膨大部を確認し、 2 本の解剖針を用いて
シャーレの流動パラフィン内で卵管膨大部を切り裂き、卵子塊を
引きずるようにして 0.1%ヒアルロニダーゼ（ Sigma）を含む PBS
に導入した。卵子の周りの卵丘細胞が剥がれたら、卵子を洗浄用
培地に移した。  
 
・精子  
ヨザル精子は、マウス精子凍結キットである FERTIUP (九動
株式会社 )を用いて凍結保存していたものを融解して使用した。  
 
・凍結精子の融解  
37℃の恒温水槽に、37℃の温水を満たした精子融解用フロート
を浮かべた。ピンセットを用いて液体窒素保管容器からストロー
を取り出し、空気中で 5 秒間保持した後、フロートに素早く映し
て 10 分間加温した。確実に加温するために、ストローの精子充
填部を下方に向けてフロート内へ入れた。加温後、ストローを取
り出し表面の水分をキムタオルで拭き取り、ストローの human 
tubal  f luid  (HTF)（表 2-1）側の綿栓部分をハサミで切り離した。
切り離されたストロー端の HTF 側をストロー操作用シリンジに
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差し込み、三方活栓のコックを一回転させ内圧を調整した後、懸
濁液側のシール部分をハサミで切り離し、 HTF 培地に懸濁液の
みを静かに導入し、 30 分間インキュベーター内で前培養を行っ
た。その後、倒立顕微鏡下にて精子の運動性を確認した。  
 
・裸化処理と成熟の確認  
採卵によって得られたマウス卵子の成熟を確認するため、また
以後の ICSI 操作をスムーズに行うため裸化処理を行った。 5 イ
ンチのパスツールピペットの先端から数 cm の部分をガスバーナ
ーで炙り軟化させた直後に左右に引き、先端部分を切り離した。
切 り 離 し た 先 端 部 分 で 本 体 部 分 の 適 当 な 内 径 を 有 し た 先 端 に 軽
く傷を付け、その傷より少し先端よりの部分に切り離した先端部
分を押し当てパスツールピッペト本体を折り、ピペッティングに
よりマウス卵子にダメージを与えないよう内径が約 150μ m のパ
スツールピペットを作製した。作製したパスツールピペットを用
いて卵丘卵子複合体を 0.1％ヒアルロニダーゼ溶液内でピペッテ
ィングすることで卵丘細胞を除去した。卵丘細胞を除去した卵子
の 囲 卵 腔 内 に 放 出 さ れ た 第 １ 極 体 が 有 る 卵 子 を 成 熟 卵 と 判 定 し
た。  
 
・ ICSI 
倒立顕微鏡（ IX-71、オリンパス）にマイクロマニピュレータ
ー（ナリシゲ）を取り付け、ピエゾマイクロマニピュレーターシ
ステム（ PMM-150FU、プライムテック）を用いて ICSI を行っ
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た。インジェクションのピペットホルダーには、ドライブユニッ
ト（ MB-U、プライムテック）を接続し使用した。精子を注入す
るためのイ ンジェ クションピ ペット （ PINU06-20FT、プライム
テック）は外径 6-7μ m、内径 4-5μ m、卵子を保持するためのホ
ールディングピ ペ ット （ MT-HD30、北里バイオフ ァ ルマ）は外
径 100μ m のものを使用した。ピペットをピペットホルダーに装
着する前にジョイスティックの全てのダイヤルを中央に合わせ、
XYZ 軸全ての方法に対して駆動域を最大限に設定した。  
ホ ー ル デ ィ ン グ の ピ ペ ッ ト ホ ル ダ ー の ホ ル ダ ー キ ャ ッ プ を 外
し、中にあるシリコンパッキンに破損等の異常がないかを確認し
た（図 2-1）。シリコンパッキンに異常があるとインジェクターか
らピペット内の密閉性が保てず、常に陰圧がかり適切な卵子の保
持が困難になる場合があり、重要な確認事項である。ピペットホ
ルダーのホルダーキャップを軽く締め、ホールディングピッペト
を根元からピペットホルダーに挿入していく。ホールディングピ
ペットは、シリコンパッキンを超える部分まで挿入し、ホルダー
キャップをしっかり締める（図 2-2）。  
マイクロピペットにマイクロローダー（エッペンドルフ）を装
着し、PMM オペレーションリキッド（プライムテック）を 20μ
l 吸引する。インジェクションピペットの根元のほうから マイク
ロローダーを挿入し、根元から 8 割程度まで挿入させたところで
PMM オペレーションリキッドをマイクロローダーを抜去しなが
ら イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト の 先 端 の ほ う へ 流 れ な い よ う に 気
を付け 20μ l 注入する（図 2-3）。注入した PMM オペレーション
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リキッドに気泡が入っていないことも確認する。気泡が入った場
合 は 、 気 泡 を マ イ ク ロ ロ ー ダ ー に て 取 り 除 く か 、 無 理 で あ れ ば
PMM オペレーションリキッド全て取り除き初めからやり直すよ
うにする。 PMM オペレーションリキッドの注入は、ピエゾパル
ス を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト に ス ム ー ズ に 伝 え る た め に 非 常
に重要な工程である。インジェクションのピペットホルダー のホ
ルダーキャップを外し、中にあるシリコンパッキンに破損等の異
常がないかを確認する（図 2-4）。シリコンパッキンに異常がある
とインジェクターからピペット内の密閉性が保てず、常に陰圧が
かかるため適切な精子の操作が困難になる場合があり、重要な確
認事項である。ピペットホルダーの ホルダーキャップを軽く締め、
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ッ ペ ト を 根 元 か ら ピ ペ ッ ト ホ ル ダ ー に 挿 入
していく。インジェクションピペットは、シリコンパッキンを超
え る 部 分 ま で 挿 入 し 、 ホ ル ダ ー キ ャ ッ プ を し っ か り 締 め る （ 図
2-5）。ホールディングピペット、インジェクションピペットのそ
れぞれのピペットホルダーをマニュピレーターに装着し、倒立顕
微 鏡 の 視 野 内 に そ れ ぞ れ の ピ ペ ッ ト が 平 行 に な る よ う に 固 定 す
る（図 2-6）。インジェクションピペットは、ピエゾパルスが効い
て い る こ と を 確 認 す る た め イ ン ジ ェ ク タ ー を 用 い て 陽 圧 を か け
PMM オペレーションリキッドをインジェクションピペット先端
に小滴ができるまで押し出す（図 2-7）。この際にインジェクショ
ン ピ ペ ッ ト 内 に 気 泡 が で き て い な い か 再 度 確 認 し な が ら 行 う 。
PMM オペレーションリキッドの小滴がインジェクショ ンピペッ
トの先端にある状態でピエゾパルスをかけ、一定のリズムで小滴
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が振動することを確認する。振動が確認できない、一定でない場
合にはピエゾパルスが効いていない可能性があり、精子の不動化
や透明帯をスムーズに貫通させることが難しくなるため、そのよ
う な 場 合 は 一 度 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト を ピ ペ ッ ト ホ ル ダ ー
から抜去し、再度ピペットホルダーへの装着を行う。それでも改
善しない場合は、インジェクションピペットを取り換 え、新しい
ものを用いて設定し直す必要がある。  
ICSI 用 dish への各培地の小滴の設定には、35mm dish（ Nunc）
を用いた。卵子用として 20μ l の 10％ FBS（ SIGMA, Lot  No.  
057K8414）添加 HEPES-HTF（ Irv ine  Scienti f i c）ドロップ、精
子用として同じく 20μ l の 10％ FBS 添加 HEPES-HTF ドロップ
を配置、インジェクションピペットの準備用として 5μ l の 10％
PVP 溶液のドロップを配置した。従来、精子用ドロップは精子の
動きを緩慢にし、精子の不動化などをスムーズに行えるようにす
るため PVP を使用して作製するが、ヨザル精子は既報通り運動
性が不良であったため（ Nakazato  et  al ,  2015）、今回の実験では
精子用ドロップに PVP を添加しなかった。ドロップを作製した
のち、37℃に温められたミネラルオイルにてカバーした（図 2-8）。
準備した ICSI 用 dish の精子不動化用ドロップに精子懸濁液を適
当量加え、卵子は卵子洗浄用ドロップにて数回マウス卵子を洗浄
し、ICSI 用ドロップへ移動し、dish への培地配置を完成とした。  
ヨザル精子は、その運動性のみならず頭部の形態も不良であっ
たため、顕微授精に用いる精子の選別は慎重に行った。精子用ド
ロ ッ プ の 際 を 泳 ぎ な が ら 進 ん で い る 精 子 の 中 か ら 形 態 的 に 良 好
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なものを選別した。具体的には、ヨザル精子の形態はヒト精子と
似ていることが報告されていることから（ Nakazato  et  al ,  2015）、
ヒト精子と同様にきれいな卵型の頭部を有しており、できる限り
運動性がより良い精子を選別した。見つけた良好運動精子をイン
ジェクションピペットにて尾部から吸引し、 2/3 程度吸引したと
こ ろ で イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト を 軽 く 前 進 さ せ 精 子 を く の 字
にし、ピエゾパルス（ speed:  2 ,  intensity :  2）を尾部に当てるこ
とで不動化を行った。  
不動化を行った精子をインジェクションピペット内へ吸引、保
持しておき、卵子用ドロップへと移動した。卵子は、第 1 極体を
12 時方向になるように、なおかつできる限り囲卵腔が広い部分
が 3 時方向になるようにホールディングピペットにて固定した。
インジェクションピペットを 3 時方向から押し当て、透明帯をピ
エゾパルス（ speed:  2 ,  intensity :  2）にて貫通させた。精子をイ
ンジェクションピペットの先端へ移動し、卵細胞質内の 2/3~5/4
程度まで進入させ、1 回のピエゾパルス（ speed:  1 ,  intensity :  1）
にて卵細胞膜を穿破した。その後、ゆっくりと精子を卵細胞質内
へ注入し、インジェクションピペットを抜去した。  
 
・前核形成の確認とビンブラスチン処理  
顕微授精 10 時間後、顕微鏡下で第 2 極体の放出確認と前核形
成 の 観 察 を 行 っ た 。 得 ら れ た 前 核 期 胚 に つ い て は 、 100μ l の
30ng/ml ビンブラスチン添加 KSOM 培地（表 2-2）にて培養を継
続した（ 37℃、 5% CO2、 95% air）。  
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・染色体標本作製（ヨザル精子染色体の展開）  
染色体標本の作製は、Yoshizawa ら (1992)の方法に従い行った。
ICSI 10 時間後に、前核が確認できた胚をビンブラスチン が最終
濃度 30ng/ml となるように調整された発生用培地に移して 8 時間
処理 し た 。ビ ン ブ ラス チ ン の 濃 度 お よび 処 理 時間 は Yoshizawa
ら  (1991)の結果に基づき決定した。 ビンブラスチン処理後、前
核が消失した胚を 1%クエン酸ナトリウム液で 5 分間低張処理し、
メタノール：酢酸＝ 3： 1 の固定液 10～ 20μ l を低張液に注入し
弱固定を行った。 70%アルコールで脱脂し、キムワイプでよく拭
いたスライドグラスの上に弱固定された胚を 1 個おき、上から固
定液を１滴ずつ 5～ 7 滴滴下した。固定液を滴下後、細胞質を除
去するために 10 カウント間息を吹きかけ、約 40℃のホットプレ
ート上で固定液を乾かした。固定液が蒸発するのを待ち、標本を
無染色のまま顕微鏡で観察し、染色体の広がり具合をチェックし
た。細胞質が残り染色体の確認が困難な場合には、再び固定液を
数滴滴下し、息を吹きかけて細胞質を除去した。染色体標本作製
は、染色体の展開を良好なものにするために、十分に加湿した条
件下で行われた。  
 
・統計処理  
 得られた結果の統計的評価は、カイ 2 乗検定により行い、有意
水準 1%として判定した。  
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表 2-1 .  HTF 培地の組成  
    (mM) 
NaCl  
 
101.60  
   
KCl  
 
4 .69  
   
MgSO 4・7H 2O 
 
0.20  
   
KH 2PO4  
 
0 .37  
   
CaCl 2・2H 2 O 
 
2.02  
   
NaHCO 3  
 
25.00   
   
Glucose  
 
2 .78  
   
Sodium Pyruvate  
 
0 .33  
   
60% Sodium lactate   21.40  
Penici l l in   
 
100 U/ml  
   Streptomycin  
 
0 .050  mg/ml  
   
Bovine  Serum Albumin  
 
5 .0  mg/ml  
   
1% Phenol  red  ( l iquid)  
 
1  µ ｌ /ml  
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表 2-2 . KSOM 培地の組成  
    (mM) 
NaCl  
 
95.00   
   KCl  
 
2 .50   
   MgSO 4・7H 2O 
 
0.20   
   KH 2PO4  
 
0 .35   
   CaCl 2・2H 2 O 
 
1.71   
   NaHCO 3  
 
25.00   
   Glucose  
 
0 .20   
   Na-Pyruvate  
 
0 .20   
   Glutamine  
 
1 .00   
60% Sodium lactate   10.0  
   EDTA・2Na 
 
0 .01   
   Penici l l in  
 
100 U/ml  
   Streptomycin  
 
0 .030  mg/ml  
   Bovine  Serum Albumin 
 
1 .0  mg/ml  
   1% Phenol  red  ( l iquid)    0 .4  µl /ml  
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図 2-1 .  ホールディングピペットのピペットホルダーの確認  
 
A：ホルダー本体  
B：シリコンパッキン  
C：ホルダーキャップ  
 
シリコンパッキンに異常があるとインジェクターからピペッ
ト内の密閉性が保てず、常に陰圧がかり適切な卵子の保持が困難
になる場合がある。  
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図 2-2 .ピペットホルダーにホールディングピペットを挿入  
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図 2-3 .インジェクションピペットに PMM オペレーションリキッ
ドを注入  
 
インジェクションピペットにマイクロローダーを用いて PMM
オペレーションリキッドを 20μ l 注入する。注入した PMM オペ
レーションリキッドに気泡が入っていないことも確認する。  
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図 2-4 .  インジェクションピペットのピペットホルダーの確認  
 
A：ホルダー本体  
B：シリコンパッキン  
C：ホルダーキャップ  
 
シリコンパッキンに異常があるとインジェクターからピペッ
ト内の密閉性が保てず、常に陰圧がかかるため適切な精子の操作
が困難になる場合がある。  
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図 2-5 .ピペットホルダーにインジェクションピペットを挿入  
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図 2-6 .  ホールディングピペットとインジェクションピペットの
セッティング  
 
ホールディングピペットとインジェクションピペット を倒立
顕微鏡の視野内に平行になるように セッティングする。  
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図 2-7 .インジェクションピペットの先端に作製した PMM オペレ
ーションリキッドの小滴  
 
 
PMM オペレーションリキッドの小滴がインジェクションピペ
ットの先端にある状態でピエゾパルスをかけ、一定のリズムで小
滴が振動することを確認する。振動が確認できな い、一定でない
場合にはピエゾパルスが効いていない可能性があり、精子の不動
化や透明帯をスムーズに貫通させることが難しくなるため、その
ような場合は一度インジェクションピペットをピペットホルダ
ーから抜去し、再度ピペットホルダーへの装着を行う。それでも
改善しない場合は、インジェクションピペットを取り換 え、新し
いものを用いて設定し直す必要がある。  
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図 2-8．用いた ICSI  dish の模式図  
①  精子不動化用培地の小滴  
②  インジェクションピペット準備用小滴  
③  卵子洗浄用小滴  
④  ICSI 用小滴  
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２－３．結果  
 計 7 回の実験を行い、合わせて 22 匹のマウスから 342 個の卵
子を回収し、その内訳は成熟卵子 215 個、未熟卵子 53 個、異常
卵子 74 個であった（表 2-3）。成熟卵子 215 個に ICSI を行った
結果、生存卵子率 60.5%（ 130/215）、 ICSI 施行卵子あたりの前
核形成率 55.3%（ 119/215）であった。また、生存卵子あたりの
前核形成率は 91.5%（ 119/130）と高率であることから、ヨザル
精子は卵活性化能を有すると考えられた（表 2-4）。  
最初の 3 回の実験では、マウス卵子への ICSI のコツが掴めず
低い生存卵子率であった。残りの 4 回では、ピエゾパルスにて細
胞膜を破る際に、インジェクションピペットの卵細胞質内への進
入を 2/3 程度だったものを 4/5 程度までとできるだけ奥まで進入
させ破膜した結果、生存卵子率、前核形成率は有意に改善した（表
2-5）。また、今回の実験では未熟卵子が 53 個と数多く認められ
たので、 MetaphaseⅠ（ MⅠ）卵子 6 個に ICSI を行った結果、
生存卵子率 83.3%（ 5/6）、前核形成率 50.0%（ 3/6）であった（表
2-6）。  
前核が確認できた胚を用いて染色体標本を作製したところ、染
色 体 の 構 造 の 違 い に よ り マ ウ ス 卵 子 由 来 の 端 部 動 原 体 型 の 染 色
体 20 本、ヨザル精子由来と推測される中部動原体型、次中部動
原 体 型 な ど の 20 数 本 の 染 色 体 を 観 察 す る こ と が 可 能 で あ っ た
（図 2-2）。  
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表 2-3．各実験における採卵数とその詳細  
 
 
 
  
実験回数  
供試  
マウス  
（匹）  
採卵数  
成熟卵
子数  
未熟卵
子数  
異常卵
子数  
1 回目  3 48 11 0 37 
2 回目  3 38 12 23 3 
3 回目  3 65 35 24 6 
4 回目  3 22 15 4 3 
5 回目  3 22 20 2 0 
6 回目  4 80 70 0 10 
7 回目  3 67 52 0 15 
合計  22 342 215 53 74 
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表 2-4．マウス成熟卵子へのヨザル精子を用いた ICSI の成績  
実験回
数  
ICSI 
施行数  
生存卵子数  
（％）  
前核形成卵
子数（％）  
生存卵子あたり
の前核形成率  
1 回目  11 4（ 36.4）  4（ 36.4）  100％  
2 回目  12 3（ 25.0）  3（ 25.0）  100％  
3 回目  35 9（ 25.7）  9（ 25.7）  100％  
4 回目  15 13（ 86.7）  10（ 66.7）  76.9％  
5 回目  20 16（ 80.0）  14（ 70.0）  87.5％  
6 回目  70 49（ 70.0）  45（ 64.3）  91.8％  
7 回目  52 36（ 69.2）  34（ 65.4）  94.4％  
合計  215 130（ 60.5） 119（ 55.3） 91.5% 
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表 2-5．マウス成熟卵子へのヨザル精子を用いた ICSI の成績（手
技変更前後での成績）  
 
実験回数  
ICSI 施行
卵子数  
生存卵子数
（％）  
前核形成卵子数
（％）  
１～３回目＊  58 16（ 27.6） a 16（ 27.6） a 
４～７回目＊＊  157 114（ 72.6）b 103（ 65.6） b 
a,b：異符号間に有意あり（ P<0.01）  
 
＊インジェクションピペットを 2/3 程度進入させたところでピ
エゾパルスにて破膜  
＊＊インジェクションピペットを 4/5 程度進入させたところでピ
エゾパルスにて破膜  
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表 2-6．マウス未成熟卵子へのヨザル精子を用いた ICSI の成績  
実験回
数  
ICSI 
施行数  
生存卵子数  
（％）  
前核形成卵
子数（％）  
生存卵子あたり
の前核形成率  
1 回目  0 
 
  
2 回目  0 
 
  
3 回目  0 
 
  
4 回目  4 3（ 75.0）  1（ 25.0）  33.3％  
5 回目  2 2（ 100）  2（ 100）  100％  
6 回目  0    
7 回目  0    
合計  6 5（ 83.3）  3（ 50.0）  60.0% 
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図 2-2．得られたマウスおよびヨザルの卵子染色体標本の染色体
中期像  
この標本では、赤色枠内にヨザル精子の 20 数本の染色体、青色
枠内マウス染色体 20 本が確認できる。  
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２－４．考察  
 第 2 章では、ヨザル精子の卵活性化能の有無を調べるため、マ
ウス卵子にヨザル精子を用いて ICSI を施行した。計 7 回の実験
を行い、合計で生存卵子率 60.5%（ 130/215）、 ICSI 施行卵子あ
たりの前核形成率 55.3%（ 119/215）であった。 ICSI 施行卵子あ
た り で は 、 55.3%と 低 率 で あ っ た が 、 生 存 卵 あ た り で は 91.5%
（ 119/130）と高率であった。これは、 ICSI 後の生存卵子では高
率に卵子が活性化していることを意味しており、ヨザル精子はマ
ウス卵子を活性化させる能力を有することが確認された。このこ
と か ら ヨ ザ ル 胚 作 出 の 際 に ヨ ザ ル 精 子 、 ヨ ザ ル 卵 子 を 用 い て
ICSI を行う際は、ICSI 後の卵活性化は不要であると推察された。
また、マウス卵子への ICSI の問題点として、初めの 3 回は ICSI
施行後の変性率が高い値を示していたが、インジェクションピペ
ットをできるだけ奥へ（卵細胞質の 4/5 程度）進めてから細胞膜
を ピ エゾ パ ル ス に て 破 くこ と で 改 善 で き た。 こ れ は 、 Yanagida
ら（ 2001）の報告と一致している。彼らは、よりインジェクショ
ンピペットを卵細胞質内へ進入させ穿破し、細胞膜同士が広範囲
にわたって接した方が細胞膜の修復がスムーズとなり ICSI 後の
生存率が高いと報告してる。  
 未熟卵子（ MⅠ） 6 個への ICSI では、予想に反して前核形成
卵を得ることに成功した。この要因については不明であるが、術
者がマウス卵子を用いた実験経験が少なく、フラグメントのよう
な小さな第 1 極体を見落としてしまっていた可能性は、否定でき
ない。  
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 術者のマウス卵子を用いた ICSI の経験不足から、ICSI 後の生
存卵子率は 60.5%とやや低値であったが、異種精子であるヨザル
精子を用いても生存卵子あたりの前核形成率は、 91.5%と高い値
を示した。マウス卵子への他の異種精子の顕微注入実験では、ハ
ムスター（ Kimura et  al  ,  1998）、ウニ（ Wakayama et  al ,  1997）
などが行われており、前核を形成することが報告されている。ま
た、ブタ卵子にウシ、マウス、ヒト精子を顕微注入し前核形成す
るという報告（ Kim et  al . ,  1999）もあり、卵活性化因子の種特
異 性 は 低 い こ と が 推 測 さ れ る 。 近 年 、 卵 活 性 化 因 子 は 、
Phosphol ipase  C zata（ PLCζ）ではないかとの報告が散見され
（ Saunders  et  al . ,  2002;  Yoon et  al . ,  2008）、卵活性化因子その
ものについても、その種特異性についても更なる知見が明らかに
なるものと期待される。  
 また、マウス卵子へのヒト精子の顕微注入では前核形成のみな
ら ず 、 第 1 卵 割 中 期 に 発 生 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
（ Rybouchkin et  al ,  1995）。これによりヒト精子あるいはヒト精
子 細 胞 の 染 色 体 解 析 が 可 能 で あ っ た と の 報 告 が な さ れ て い る
（ Rybouchkin et  al ,  1995 ;  Lee et  al ,  1996 ;  Araki  et  al ,  1999 ;  
Ogawa et  al ,2000）。ヨザルには、いくつかの亜種が存在してお
り、染色体数も数パターン報告されている（ Defler et  al ,  2007）。
本実験では、ヨザル精子の染色体分析可能な標本の作製に成功し
たが、その分析までには至らなかった。  
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第３章  
ヨザル卵子への卵細胞質内精子注入  
による胚作出  
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３－１．緒言  
 サル類はヒトに最も近縁の種であり、感染症や病理研究など
非ヒトモデ ル動物 として様々 な研究 に用いられて いる （ Hayton 
et  al . ,2013;  Col l ins et  al . ,  2010）。サルは、現在大きく原猿類と
真猿類の 2 種類に分類される。原猿類は、アフリカ、アジアに生
息する原始的なサルである。真猿類は、さらに新世界ザルと旧世
界ザルに分類される。ヨザルは、オマキザル科の新世界ザルで、
真猿類の中で唯一夜行性である。ヨザルは一夫一妻、周年繁殖動
物で性周期は約 16 日間であり（ Bonney et  al . ,  1980）、妊娠期間
は 133 日間（ Hunter  et  al . ,1979）である。また、原虫性感染症
であるマラリアの感受性がある数少ないサルの一種であり、貴重
な実験用霊長類である。実験用動物として計画的な繁殖は不可欠
であるが、ヨザルは飼育管理下においての繁殖には成功している
ものの、その繁殖性は高いとは言え ない。遺伝資源としてのヨザ
ル の 配 偶 子 や 胚 の 保 存 や 個 体 の 人 為 的 な 生 産 を 効 率 的 に 行 う た
めに、体外受精は有効な手段と考えられるが、成功には至ってい
ない。その原因として、ヨザル精子はその性状が非常に不良であ
り（ Nakazato et  al . ,  2015）、通常の体外受精では受精卵を得る
ことが困難だということが考えられる。  
そこで、本章の実験ではヨザル胚作出を目的とし、ヨザル精子、
ヨザル卵子を用いて ICSI を試みた。ヨザルの ICSI による胚作
出、そしてその後の胚移植の成功は、ヨザルの安定的な繁殖を可
能にするものと思われる。さらには、ヨザルが実験用霊長類であ
る こ と 、 人 為 的 生 殖 法 と し て は 、 体 外 受 精 は 困 難 で あ り 、 ICSI
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しなければ受精卵を作出しえない状況は、ヒト生殖医療における
ICSI の適応（男性不妊症）と同様であることを合わせて考えれ
ば、ヒト生殖医療の発展にも寄与することが期待され る。  
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３－２．材料と方法  
・供試動物  
 東京大学動物実験実施規則に準じて行った。鹿児島県奄美大島
に あ る 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所  病 害 動 物 研 究 施 設 で 飼 育 さ れ た
ヨザル 2 頭、メスのヨザル 1 頭（ 7 歳、体重 1,000ｇ未経産）と
オスのヨザル 1 頭（ 5 歳、体重 1,100ｇ）を使用した。これらの
ヨザルは、飼育室内の個別のケージ（長さ 630mm、高さ 900mm、
幅 630mm）内にて、明暗サイクルは自然の日の出、日没に合わ
せて飼育されていた。また、市販の飼育用飼料（ CMS-1M、日本
クレア）の不断給餌であり、毎日新鮮な果物やサツマイモ も一緒
にを与えられていた。ケージには登ることのできるバーがあり、
お互いを見る、また声を聴くことが可能であった。  
 実験に使用した 2 頭のヨザルは、ケタミン（ 30mg/kg）とメデ
トミジン（ 0.05mg/kg）を筋肉注射で麻酔後、全採血によって安
楽死させた。また、今回使用したメスのヨザルは発情周期の確認
はできておらず、ホルモンなどを用いた過排卵処理も行っていな
い。  
 
・採卵  
採卵は、雌のヨザルを安楽死させ卵巣摘出後、既報に従い行っ
た（ Matsumoto  et  al ,  2015）。卵子は、10%FBS（ SIGMA,  Lot  No.  
057K8414）添加 HTF 内で 25G の注射針を用いて卵巣表面の下
に観察される卵胞を裂き、そこから 掬い取り法にて採取した。卵
子は、周りを卵丘細胞に囲まれ卵丘卵子複合体（ cumulus oocyte 
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complexes  :  COCs）と呼ばれる。得られた卵丘卵子複合体を卵丘
細胞の状態により excel lent（ 3 層以上の卵丘細胞がみとめられる
もの）、 good（ 1 もしくは 2 層の卵丘細胞がみとめられるもの）、
poor（卵丘細胞が 1 層に満たないもしくは、部分的に認められも
の）の 3 つのグレードに分類した。  
 
・採精  
採精は、雄のヨザルを安楽死させ精巣を摘出後、既報に従い行
った（ Nakazato  et  al ,  2015）。精巣より切除した両方の精巣上体
尾部を凍結保存用培地にいれ、メスを用いて 5～６ヶ所に切れ込
みを入れ、さらに解剖針を用いてしごくことで 精子を回収した。
一部の精子懸濁液は、ICSI を行う際の 10%FBS 添加 HEPES-HTF
ドロップに加えられた。  
 
・体外成熟（ in  v itro  maturation :   IVM）  
得られた卵子は、既報に従い IVM を行った（ Matsumoto  et  al ,  
2015）。体外成熟培養に用いる培養液には、あらかじめ作製し平
衡化したものを使用した。まず 35mm dish にマイクロピペット
を用いて 50μ l の 10%FBS 添加 HTF のドロップを作製し、ドロ
ッ プ を 崩 さ い な い よ う 気 を 付 け な が ら 先 端 を 短 く 加 工 し た パ ス
ツールピペットを用いてミネラルオイルにてカバーした。ミネラ
ルオイルにカバーされ形状が安定した 50μ l のドロップに、さら
に 50μ l の 10%FBS 添加 HTF を加え 100μ l のドロップを作製し
た。インキュベーター内（ 37℃、5%CO 2  in air）で一晩平衡化し
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体外成熟培養に使用した。得られた卵丘卵子複合体をグレードに
より選別し、100μ l の 10%FBS 添加 HTF ドロップへ移し、イン
キュベーター内（ 37℃、 5%CO 2  in  air）で 25 時間培養した。  
 
・成熟の確認  
体外成熟培養後、卵子の成熟を確認するため裸化処理を行った。
裸化処理をスムーズに行うため、あらかじめ内径の異なるパスツ
ールピペットを何本か準備した。 5 インチのパツールピペットの
先端から数 cm の部分をガスバーナーで炙り軟化させた直後に左
右に引き、パスツールに本体部分と先端部分を切り離した。切り
離 し た 先 端 部 分 で 本 体 部 分 の 適 当 な 内 径 を 有 し た 先 端 に 軽 く 傷
を付け、その傷より少し先端よりの部分に切り離した先端部分を
押 し 当 て パ ス ツ ー ル ピ ッ ペ ト 本 体 を 適 当 な 内 径 で 折 り 、 内 径 が
150μ m 前後と 200μ m 前後の 2 種類のパスツールピペットを作
製した。 200μ m のパスツールピペットを用いて体外成熟用のド
ロ ッ プ か ら 卵 丘 卵 子 複 合 体 を 0.1 ％ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 溶 液
（ Sigma）へ移し、ピペッティングすることで卵丘細胞を除去し
た。裸化がスムーズに行えない場合は 150μ m のパスツールピペ
ットを使用し、卵丘細胞を除去した。卵丘細胞を除去した卵子の
囲卵腔内に放出された第 1 極体が有るものを成熟卵と判定した 。 
 
・ ICSI 
倒立顕微鏡（ IX-71 オリンパス）にマイクロマニピュレーター
（ナリシゲ）を取り付け、ピエゾマイクロマニピュレーターシス
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テム（ PMM-150FU：プライムテック）を用いて ICSI を行った。
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の ピ ペ ッ ト ホ ル ダ ー に は 、 ド ラ イ ブ ユ ニ ッ ト
（ MB-U：プライムテック）を接続し使用した。精子を注入する
ためのイン ジェク ションピペ ット（ PINU06-20FT、 プライムテ
ック）は外径 6-7μ m、内径 4-5μ m、卵子を保持するためのホー
ルディングピペ ッ ト（ MT-HD30、北里バイオファ ル マ）は外径
100μ m のものを使用した。ピペットをピペットホルダーに装着
す る 前 に ジ ョ イ ス テ ィ ッ ク の 全 て の ダ イ ヤ ル を 中 央 に 合 わ せ 、
XYZ 軸全ての方法に対して駆動域を最大限に設定した。  
ホ ー ル デ ィ ン グ ピ ペ ッ ト と イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト の セ ッ
ティングは、第 2 章、第 2 項「 ICSI」と同様に行った。  
ICSI 用 dish は、35mm dish を用いて作製した。卵子用として
20μ l の 10％ FBS 添加 HEPES-HTF ドロップを作製、精子用と
して同じく 20μ l の 10％ FBS 添加 HEPES-HTF ドロップを作製
した。従来、精子用ドロップは精子の動きを緩慢にし、精子の不
動化などをスムーズに行えるようにするため PVP を使用して作
製 す る が 、 ヨ ザ ル 精 子 は 既 報 通 り 運 動 性 が 不 良 で あ っ た た め
（ Nakazato et  al ,  2015）、今回の実験では PVP は使用しなかっ
た。ドロップを作製したのち、37℃に温められたミネラルオイル
にてカバーした（図 3-1）。準備した ICSI 用 dish の精子用ドロ
ップに精子懸濁液を適量加え、卵子 洗浄用ドロップで卵子を洗浄
し ICSI 用ドロップに移し、 ICSI 用 dish の完成とした。  
ヨザル精子は、その運動性のみならず頭部の形態も不良である
ことが報告されており（ Nakazato  et  al ,  2015）、顕微授精に用い
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る精子の選別は慎重に行った。精子用ドロップの際を泳ぎながら
進んでいる精子の中から形態的に良好なものを選別した。具体的
には、ヨザル精子の形態はヒト精子と似てことが報告されている
ことから（ Nakazato  et  al ,  2015）、ヒト精子と同様にきれいな卵
型の頭部を有しており、運動性がより良い精子を選別した。見つ
け た 良 好 運 動 精 子 を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト に て 尾 部 か ら 吸
引し、 2/3 程度吸引したところでインジェクションピペットを少
し進めて精子をくの字にし、ピエゾパルス（ speed:  2 ,  intensity :  
2）にて不動化を行った。  
不動化を行った精子をインジェクションピペット内へ吸引、保
持しておき、卵子用ドロップへと移動した。卵子は、第 1 極体を
12 時方向になるように、なおかつできる限り囲卵腔が広い部分
が 3 時方向になるようにホールディングピペットにて固定した。
インジェクションピペットを 3 時方向から押し当て、透明帯をピ
エゾパルス（ speed:  2 ,  intensity :  2）にて貫通させた。精子をイ
ンジェクションピペットの先端へ移動し、卵細胞質内の 3/2〜 5/4
程度まで進入させ、1 回のピエゾパルス（ speed:  1 ,  intensity :  1）
にて卵細胞膜を穿破した。その後、ゆっくりと精子を卵細胞質内
へ注入し、インジェクションピペットを抜去した （図 3-2）。  
 
・受精の確認と胚培養  
顕微授精 17.5 時間後、顕微鏡下で囲卵腔への第 2 極体の放出
と卵細胞質内への前核の形成を観察し、受精の確認を行った。得
られた受精卵は、 100μ l の 0.1％ BSA 添加 KSOM にて培養を継
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続し（ 37℃、 5％ CO 2、 in  air）、そののち宇都宮大学の研究室へ
輸送して培養を継続し、毎日形態観察を行った。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-1．用いた ICSI  dish の模式図  
①  精子不動化用培地の小滴  
②  インジェクションピペット準備用培地小滴  
③  卵子洗浄用培地  
④  ICSI 用培地  
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３－３．結果  
摘出した両卵巣から合計で 14 個の COC が回収され（表 3-1）、
卵丘細胞の状態により excel lent  3 個、 good 4 個、 poor 7 個に分
類された。  
卵子を 25 時間の IVM の後、 0.1％ヒアルロニダーゼ処理にて
裸化をおこない成熟の確認を行った。 excel lent  COC 3 個は、 3
個（ 100%）全てに卵丘細胞の膨化が認められたものの、 第１極
体 の 放出 が み ら れ た 成 熟卵 は １ 個 で あ り 、 体 外 成 熟 率 は 33.3%
（ 1/3）であり、第１極体が認められなかった他の 2 個は、１個
が MⅠ期、もう１個は変性卵であった。 Good COC 4 個は、 4 個
（ 100%）全てに卵丘細胞の膨化が認められたものの、第１極体
の放出がみられた成熟卵は１個で 体外成熟率は 25.0%（ 1/4）で
あり、第１極体が認められなかった他の 3 個は、全て MⅠ期であ
った。Poor COC 7 個は、1 個（ 14.3%）に卵丘細胞の膨化を認め
たものの、体外成熟率は 0%（ 0/7）であり、MⅠ期が 1 個、Germinal  
vesicle（ GV）期が 2 個、変性卵が 4 個であった（表 3-1）。また、
得られた 2 個の成熟卵子は、色調、透明帯の厚さや卵細胞質の大
きさなど形態的にはヒト成熟卵子と類似していた。  
ヨザル卵子を用いた ICSI は、今回が初めてであり練習の意味
も含めて念のため MⅡ卵子 2 個の他に MⅠ卵子 5 個、 GV 卵子 2
個にも ICSI を行った。受精は、倒立顕微鏡下にて第 2 極体の放
出と分割により判定した。MⅡ卵 2 個に ICSI を施行した結果、2
個と も 生 存（ 100％） し 、 2 個 とも 第 2 極体 の 放出 がみ ら れた
（ 100％）。 MⅠ卵 5 個に ICSI した結果、 4 個が生存（ 80.0％）
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したものの、第 2 極体の放出には至らなかった（ 0％）。 GV 卵 2
個に ICSI した結果、 1 個が生存（ 50.0％）したものの、第 2 極
体の放出には至らなかった（ 0％ ,  表 3-2）。また、 ICSI を行った
際、インジェクションピペットを卵子内 2/3 程度まで進入させて
も卵細胞膜は、破けることなく伸展し、その伸展性はヒト卵 子や
マウス卵子と同等であった。また、ピエゾパルスによって卵細胞
膜の破れる様子も、ヒト卵子やマウス卵子と似ており、それらの
卵子と同様の感覚で ICSI を行う事が可能であった（図 3-2）。  
顕微授精の後、17.5 時間に第 2 極体の放出により受精の確認を
行った結果、excel lent  COC 由来の 1 個では 2 細胞期に達してお
り、 good COC 由来 1 個は、前核は確認できなかったが第 2 極体
の放出が確認された（図 3-3）。 ICSI 後 30.5 時間には、 1 個は 3
細胞期（不等分割）へ、もう 1 個は 2 細胞期への分裂が確認され
た（図 3-4）。2 個とも前核の確認はできなかったものの、そのま
ま培養を継続した。継続培養の結果、 ICSI 後 48 時間には各々 4
細胞期と 5 細胞期、 66 時間では 6 細胞期と 8 細胞期、 98 時間で
は 2 個とも 10 細胞期（図 3-5）、 114 時間では両方とも部分的に
細胞の融合を認めたものの、それ以降の発育は停止し ICSI 後 138
時間で培養を終了した（表 3-3）。  
  
48 
 
 
表 3-1．ヨザル卵子の IVM の成績  
 
COC の  
評価  
採卵数  
CC 膨化卵
子数 (%) 
MⅡ期卵
子数 (%) 
MⅠ期卵
子数 (%) 
GV 期卵子
数 (%) 
変性卵子
数 (%) 
excellent 3 3（ 100）  1（ 33.3） 1（ 33.3） 0 1(33.3) 
good 4 4（ 100）  1（ 25.0） 3(75.0) 0 0 
poor 7 1（ 14.3）  0 1(14.3) 2(28.6) 4(57.1) 
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表 3-2．ヨザル卵子および精子を用いた ICSI の成績  
卵子の成熟性  ICSI 施行卵
子数  
生存卵子数
（％）  
受精卵子数
（％）  
MⅡ  2 2(100) 2(100)  ＊  
MⅠ  5 4(80.0) 0(0) 
GV 2 1(50.0) 0(0) 
＊ ICSI  17 .5 時間後に倒立顕微鏡にて第 2 極体の放出と分割によ
り受精と判断した。  
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表 3-3． ICSI 後経過時間によるヨザル胚の胚発育  
＊幾つかの割球がコンパクションしている様子が確認された  
  
ICSI 後経過  
時間 (時間 ) 
17.5 30.5 41.0 48.0 66.0 72.5 
90.2
5 
98.0 
122.
5 
138.
0 
excellent 
COC 由来卵子  
2  3  4 4 6  6  8  10  8* 10* 
good  
COC 由来卵子  
1cell 
(2nd 
PB) 
2  3-4 5 8 8 8 10 10* 10 
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図 3-2．ヨザル卵子への ICSI  
 
Bar は 50μ m 
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図 3-3． ICSI 17.5 時間後のヨザル受精卵  
 
A） excel lent  COC 卵子の ICSI により得られた 2 細胞期胚。  
B） good COC 卵子の ICSI により得られた胚。第 2 極体の放出
が確認できる。  
Bar は、 50μm  
  
A B 
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図 3-4． ICSI 30.5 時間後のヨザル胚  
 
A） excel lent  COC 卵子の ICSI から発生した 3 細胞期胚。  
B） good COC 卵子の ICSI により得られた 2 細胞期胚。  
Bar は、 50μm  
  
A B 
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図 3-5． ICSI 98.0 時間後のヨザル胚  
 
A） excel lent  COC 卵子の ICSI から発生した 10 細胞期胚。  
B） good COC 卵子の ICSI により得られた 10 細胞期胚。  
Bar は、 50μm  
  
A B 
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３－４．考察  
 第 3 章の実験では、過排卵処理を行っていないメスのヨザル（ 6
歳 8 か月）の両卵巣を摘出し、そこから採卵を行い合計 14 個の
COC が回収された。卵丘細胞の状態により excel lent  3 個、good 
4 個、poor  7 個に分類した。25 時間の IVM の結果、excel lent  COC
は、 MⅡ 1 個、 MⅠ 1 個、変性 1 個であり、体外成熟率は 33.3%
であった。good COC は、MⅡ 1 個、MⅠ 3 個であり、体外成熟率
は 25.0%であった。Poor  COC からは成熟した卵子は認められず、
MⅠ 1 個、GV2 個、変性 4 個であった。このことから、卵丘細胞
がより層を成している COC が IVM において成熟しやすい可能性
が示唆され、この結果ヨザルおよびリスザルを用いた Mastumoto
ら（ 2015）の報告と同様であった。  
 また、得られた成熟卵子より 2 個受精卵を得ることに成功した
が、ICSI 後 17.5 時間の受精の確認では 2 前核を確認することが
できず、1 個はすでに 2 細胞期へ進んでおり、もう 1 個は第 2 極
体のみの確認であった。この第 2 極体のみの確認された受精卵は、
その後前核を形成させることなく 2 細胞期へ分割した。このこと
と、もう一方の受精卵もすでに 2 細胞期になっていたことを合わ
せて考えると、両方の受精卵は受精確認時の ICSI 後 17.5 時間で
はすでに前核が消失していたことを示唆している。ヨザルと同じ
新世界ザルであるアカゲザルを用いた検討では、受精確認は
ICSI 後 10-12 時間で行うと報告しており（ Hewitson et  al . ,  1998）、
ヨザルにおいても 2 前核を観察するにはもう少し早い時間での
受精確認が望ましいと考えられる。  
56 
 
 また、今回得られた 2 個の受精卵は胚盤胞まで発育しなかった
が、これには幾つかの原因が考えられる。 1 つ目は、得られた受
精卵が 2 個と少なかったことである。今回の検討では、 IVM に
より 14 個の COC より 2 個の成熟卵子を得ることに成功した。 2
個の成熟卵子からは、受精卵が得られ、その後の発育も認められ
た。しかし、MⅠ、GV への ICSI では受精も、その後の発育も認
められなかった。このことから、やはり成熟卵子を数多く得るこ
とは重要なポイントであると考えられた。アカゲザルではすでに
有効な過排卵処理が確立されており、一度に複数個の成熟卵を採
卵できることを報告しているが （ Hewitson et  al . ,  1998;  Nusser  
et  al . ,  2001）、ヨザルでは未だ有効な過排卵処理についての報告
はなされていない。過排卵処理が確立すれば得られる受精卵数が
増えることで胚盤胞への発育の可能性が高くなると考えられる。
また、今回採卵時に卵丘細胞の状態により COC を 3 つのグレー
ドに分類したが、excel lent、good のより良いグレードの COC よ
り成熟卵子、受精卵が得られていることから、性周期に合わせた
採卵やより効果的な IVM を行うことで数多くの受精卵を作出で
きる可能性が示唆された。  2 つ目は、培養液の問題である。ア
カゲザルでは BRL 細胞との共培養によって CMRL 培地（ 10%FBS
添 加 ） の み の 成 績 と 比 し て 培 養 成 績 が 向 上 し た と 報 告 し て い る
（ Zhang et  al . ,  1994）。今回の検討では、 0.1％ BSA 添加 KSOM
にて受精卵を培養したが、培地選択が適切であったかは検討すべ
きであり、今後は種々の細胞との共培養を含め改良の余地がある
と思われる。 3 つ目は、精子の問題である。ヨザルの精子の形態
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や運動性は、Nakazato  et  al . (2015)が報告しているように不良で
あり、今回の実験に使用したヨザル精子も同様であった。ヒト 生
殖補助医療では精子所見の低下は、精子 DNA の fragmentation
を増加させ（ Benchaib  et  al . ,  2003）、そのような精子を ICSI に
使用することで受精率の低下（ Lopes et  al . ,  1998）、着床率の低
下が起こることが報告されている（ Muriel  et  al . ,  2006）ことか
ら、精子の選別も課題と言える 。  
 本実験により、我々は ICSI によってヨザルの受精卵さらには
分割胚の作出には成功したものの、得られた受精卵は胚盤胞まで
には至らなかった。ヨザルの IVF-ET の成功には、過排卵処理の
確立、培養液・培養環境の改善、また良好精子の選別などの 更な
る検討が必要であろうと考えられる。  
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第４章  
ヒトにおける卵細胞質内精子注入法の  
適用による胚作出とその改善  
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４－１．緒言  
 ヒトにおいて初めて ICSI を用いて受精卵の作出に成功したの
は、 1991 年であるが（ Ng et  al . ,  1991）、その受精卵は移植に用
いる も妊 娠に は 至 らな かっ た。 し か し、 その 翌年 に は Palermo
ら（ 1992）が妊娠出産に成功している。それ以来、 ICSI は男性
不妊症を中心に用いられるようになり、今ではヒト生殖補助医療
において必須の治療法となっている。ヒト生殖補助医療によく用
いられている ICSI は、先端が尖ったインジェクションピペット
を用いて、卵子に突き刺し物理的に透明帯を貫通させ、インジェ
クターで吸引圧をかけ、細胞膜を穿破する c-ICSI である。実験
動物でも、 Uehara ら（ 1976）が初めて、ハムスターを用いて哺
乳類の受精に成功してから、しばらくは c-ICSI が用いられてい
た。しかし、 Kimura と  Yanagimachi（ 1995）がピエゾマイク
ロ マ ニ ピ ュ レ ー タ ー を 用 い て マ ウ ス の 産 仔 獲 得 に 成 功 し た こ と
を報告すると、実験動物では瞬く間にピエゾ ICSI が用いられる
よ う に な っ た も の の 、 ヒ ト で は 初 め て 妊 娠 出 産 に 成 功 し た
Palermo ら （ 1992 ） が c-ICSI で あ っ た こ と や 翌 年 に Van 
Stirteghem ら（ 1993）が続けて c-ICSI を用いて高い受精率、着
床率を報告したことで、長い間ヒトではピエゾ ICSI は用いられ
なかった。  
 しかし、近年ヒトにおいてもピエゾ ICSI の有用性が報告され
ている（ Hiraoka et  al . ,  2013）。ヒトで初めてピエゾ ICSI の有
用性を報告したのは Yanagida ら（ 1999）であるが、ピエゾ ICSI
は c-ICSI に比べて ICSI 後の生存卵子率、受精率が改善したと報
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告している（生存卵子率 81 vs  89%、受精率 54 vs  70%）。この時
の報告では、ピエゾ ICSI を用いることで c-ICSI より高い生存卵
子率、受精率ではあったが、値自体が満足できるものではなかっ
た。近年、 Hiraoka ら（ 2013）は、ピエゾ ICSI のインジェクシ
ョンピペットのガラスの厚さを薄くすることで生存卵子率 99%、
受精率 89%という高い値を報告している。  
 そこで、本章ではクリニックの ICSI の成績の改善を目的にピ
エゾ ICSI の導入を試み、その成績を検討した。  
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４－２．対象と方法  
・対象  
2012〜 2014 年に神奈川レディースクリニックを挙児希望にて
受診し、生殖補助医療（ ART）を受け ICSI を行い、インフォー
ムドコンセントの得られた 1551 周期を対象とし、後方視的に検
討を行った。なお、 ICSI は 12 名の培養士によって施行された 。 
 
・採卵  
 以下の処理は全て医師により行われた。 GnRH アゴニスト法、
もしくは GnRH アンタゴニスト法を用いて卵巣刺激を行い、主
席 卵 胞 径 が 18mm を 超 え た 時 点 で trigger と し て
hCG5,000~10,000IU、もしくは GnRH アゴニスト 150~300μ g
を投与し、35~36 時間後に採卵を行った。採卵は、プロポフォー
ルによる静脈麻酔もしくは、膣壁へのキシロカインスプレーの塗
布による局所麻酔を行い、患者の疼痛を軽減した。19G 採卵針を
用い、卵胞を穿刺し、卵胞液ごと吸引回収した。胚培養士が、回
収された卵胞液を 100mm dish に薄く広げ実体顕微鏡下で COC
を探し、Gamete  buf fer  （ COOK）内にパスツールを用いて回収
した（図 3-1）。  
 
・採精  
 夫に院内、もしくは自宅にて用手的に採精を依頼した。  
 
・運動良好精子の回収（ Swim up 法）  
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 採精された精液は、30 分以上液状化させのち精液検査を行い、
3~5ml の Gamete buf fer を加えて希釈し、洗浄濃縮（ 1800rpm、
10 分）。上清を除去し、撹拌後、2ml の Gamete  buf fer を重層し、
イン キ ュベ ータ ー 内（ 37℃、 5%CO ２ 、 5%O ２ ） で静 置し た 。 30
～ 40 分間後、運動良好精子が移動した培養液を回収し、洗浄濃
縮し、調整精子浮遊液とした。  
 
・裸化処理  
裸化処理をスムーズに行うため、あらかじめ内径の異なるパス
ツールピペットを準備した。 5 インチの滅菌済みパツールピペッ
トの先端から数 cm の部分をガスバーナーで炙り軟化させた直後
に左右に引き、パスツールに本体部分と先端部分を切り離した。
切 り 離 し た 先 端 部 分 で 本 体 部 分 の 適 当 な 内 径 を 有 し た 先 端 に 軽
く傷を付け、その傷より少し先端よりの部分に切り離した先端部
分 を 押 し 当 て パ ス ツ ー ル ピ ッ ペ ト 本 体 を 適 当 な 内 径 で 折 り 作 製
した。内径が 130μ m、 150μ m、 200μ m、 300μ m 前後の 4 種
類と先端をファイヤーポリッシュしただけの合計 5 本のパスツ
ールピペットを準備した（図 3-2）。  
Center  wel l  dish （ 353037,  FALCON） 2 枚を準備し、 1 枚に
は 中 心 に 0.5ml の 80IU の リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ
（ ICSI  Cumulase、オリジオ）に 0.5ml の Gamete buf fer を加え
て 40IU とし、周りには 3ml の Gamete  buf fer を入れ洗浄用とし
た。他方には、中心に 1ml の Gamete  buf fer を入れ、最終的な
裸化処理用とした（図 3-3）。卵丘細胞が絡まないようにファイヤ
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ーポリッシュしたパスツールピペットを用いて 40IU リコンビナ
ントヒアルロニダーゼ中で 30 秒程度ピペッティングを繰り返し、
卵丘細胞を除去した。 300μ m のパスツールピペットに替えて、
リ コ ン ビ ナ ン ト ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ か ら 卵 子 を 取 り 出 し 、 周 り の
Gamete  buf fer で数回ピペッティングすることで洗浄し、裸化処
理用の dish に移した。200μ m もしくは 150μ m のパスツールピ
ペットに替えてピペッティングすることで、卵子の周囲にタイト
に付着している卵丘細胞（放射冠細胞）を除去した。どうしても
裸化がスムーズに行えない場合は 130μ m のパスツールピペット
を使用し、慎重に卵丘細胞を除去した。卵丘細胞を除去した卵子
の囲卵腔内に放出された第 1 極体が有るものを成熟卵と判定し
た。  
 
・卵細胞質内精子注入法  
c - ICSI 
倒立顕微鏡（ IX-71 オリンパス）にマイクロマニピュレーター
（ナリシゲ）を取り付け、使用した。精子を注入するためのイン
ジェクションピペット（ TIP-30-6、 TPC）は外径 6-7μ m、内径
4-5 μ m 、 卵 子 を 保 持 す る た め の ホ ー ル デ ィ ン グ ピ ペ ッ ト
（ MT-HD30、北里バイオファルマ）は外径 100μ m のものを使
用した。ピペットをピペットホルダーに装着する前にジョイステ
ィックの全てのダイヤルを中央に合わせ、XYZ 軸全ての方法に対
して駆動域を最大限に設定した （図 3-4）。  
ホールディングピペットのセッティングは、第 2 章、第 2 項
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「 ICSI」と同様に行った。  
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の ピ ペ ッ ト ホ ル ダ ー の ホ ル ダ ー キ ャ ッ プ を
外し、中にあるシリコンパッキンに破損等の異常がないかを確認
した。シリコンパッキンに異常があるとインジェクターからピペ
ット内の密閉性が保てず、常に陰圧がることから適切な精子の操
作が困難になる場合があり、重要な確認事項である。ピペットホ
ルダーのホルダーキャップを軽く締め、インジェクションピッペ
トを根元からピペットホルダーに挿入していく。インジェクショ
ンピペットは、シリコンパッキンを超える部分まで挿入し、ホル
ダーキャップをしっかり締める。ホールディングピペット、イン
ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト の そ れ ぞ れ の ピ ペ ッ ト ホ ル ダ ー を マ ニ ュ
ピレーターに装着し、倒立顕微鏡の視野内にそれぞれのピペット
が平行になるように固定した。  
ICSI 用 dish は、50mm dish（ 351006、FALCON）を用いて作
製した。 Gamete  buf fer  を用いて卵子用として 20μ l、卵子洗浄
用として 10μ l のドロップを作製、 3.5% PVP 溶液を用いて精子
用として 20μ l、ピペット準備用として 10μ l のドロップを作製
した。ドロップを作製したのち、37℃に温められたミネラルオイ
ル（ Vitrol i fe）にてカバーした（図 3-5）。準備した ICSI 用 dish
の精子用ドロップに精子懸濁液を適 量加え、卵子用ドロップにヒ
ト卵子を移し ICSI 用 dish の完成とした。  
顕微授精に用いる精子の選別は慎重に行った。精子用ドロップ
の 際 を 泳 ぎ な が ら 進 ん で い る 精 子 の 中 か ら 形 態 的 に 良 好 な も の
を選別した。きれいな卵型の頭部を有しており、運動性がより良
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い精子を選別した。見つけた良好運動精子をインジェクションピ
ペットにて上から押さえ、ピペットを左右に動かすことで 不動化
を行った。不動化を行った精子をインジェクションピペット内へ
吸引、保持しておき、卵子用ドロップへと移動した。   
卵子は、第 1 極体を 12 時方向になるように、もしくは 6 時方
向になおかつできる限り囲卵腔が広い部分が 3 時方向になるよ
うにホールディングピペットにて固定した（図 3-6）。精子をイン
ジェクションピペットの先端へ移動し、インジェクションピペッ
トを 3 時方向から侵入させ、透明帯を貫通させた。透明帯を貫通
させた際に卵細胞膜が破れた場合は、そのまま精子を注入し、イ
ンジェクションピペットを抜去した。卵細胞膜が破れなかった場
合は、卵細胞質内の 3/2〜 5/4 程度まで進入させ、インジェクタ
ーを用いて卵細胞質を吸引し卵細胞膜を穿破した。その後、吸引
した細胞質とともにゆっくりと精子を卵細胞質内へ注入し、イン
ジェクションピペットを抜去し た（図 3-7）。 ICSI 施行後、 750
μ l の Global  tota l  medium（ Li fe  Global）にて培養した（ 37℃、
6％ CO2、 5％ O 2、 89％ N 2）。  
 
ピエゾ ICSI 
倒立顕微鏡（ IX-71 オリンパス）にマイクロマニピュレーター
（ナリシゲ）を取り付け、ピエゾマイクロマニピュレーターシス
テム（ PMM4G、プライムテック）を用いて ICSI を行った。イ
ン ジ ェ ク シ ョ ン の ピ ペ ッ ト ホ ル ダ ー に は 、 ド ラ イ ブ ユ ニ ッ ト
（ MB-D、プライムテック）を接続し使用した。精子を注入する
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ためのイン ジェク ションピペ ット （ PINU06-20FT、 プライムテ
ック）は外径 6-7μ m、内径 4-5μ m、先端部が平らであり、卵子
を保持するため の ホールディング ピ ペット（ MT-HD30、北里バ
イオファルマ）は外径 100μ m のものを使用した。ピペットをピ
ペ ッ ト ホ ル ダ ー に 装 着 す る 前 に ジ ョ イ ス テ ィ ッ ク の 全 て の ダ イ
ヤルを中央に合わせ、XYZ 軸全ての方法に対して駆動域を最大限
に設定した。  
ホールディングピペット、インジェクションピペットのセッテ
ィングは、第 2 章、第 2 項「 ICSI」と同様に行った。  
ICSI 用 dish は、 50mm dish（ 351006、 FALCON）、もしくは
ICSI dish（ Vitro l i fe）を用いて作製 した。卵子用として 20μ l
の Gamete  buf fer ドロップを作製、精子用として 3.5% PVP 溶液
を用いてドロップを作製した。ドロップを作製したのち、37℃に
温められたミネラルオイルにてカバーした （図 3-5）。準備した
ICSI 用 dish の精子用ドロップに精子懸濁液を適当量加え、卵子
用ドロップにヒト卵子を移し ICSI 用 dish の完成とした。  
顕微授精に用いる精子の選別は慎重に行った。精子用ドロップ
の 際 を 泳 ぎ な が ら 進 ん で い る 精 子 の 中 か ら 形 態 的 に 良 好 な も の
を選別した。きれいな卵型の頭部を有しており、運動性がより良
い精子を選別した。見つけた良好運動精子をインジェクションピ
ペットにて尾部から吸引し、 2/3 程度吸引したところでインジェ
クションピペットを少し進めて精子をくの字にし、ピエゾパルス
（ speed:  2 ,  intensity :  2）にて不動化を行った。不動化を行った
精子をインジェクションピペット内へ吸引、保持しておき、卵子
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用ドロップへと移動した。  
卵子は、第 1 極体を 12 時方向になるように、もしくは 6 時方
向になおかつできる限り囲卵腔が広い部分が 3 時方向になるよ
うにホールディングピペットにて固定した。インジェクションピ
ペットを 3 時方向から押し当て、透明帯をピエゾパルス（ speed:  
2 ,  intensi ty :  2）にて貫通させた。精子をインジェクションピペ
ットの先端へ移動し、卵細胞質内の 3/2〜 5/4 程度まで進入させ、
1 回のピエゾパルス（ speed:  1 ,  intensi ty :  1）にて卵細胞膜を穿
破した。その後、ゆっくりと精子を卵細胞質内へ注入し、インジ
ェクションピペットを抜去した （図 3-8）。 ICSI 施行後、前日か
ら作製し予め平衡化していた 750μ l の Global  total（ Life  Global）
に 250μ l のオイルカバーをして受精確認用の 5 wel l  dish（ MTG） 
にて培養した（ 37℃、 6％ CO 2、 5％ O 2、 89％ N 2）。  
 
・受精の確認と胚培養  
ICSI17～ 19 時間後、実体顕微鏡下で囲卵腔への第 2 極体の放
出と卵細胞質内への前核の形成を観察し、受精の確認を行った。 
得られた受精卵は、新たな 700μ l の Global  tota l  medium（ Li fe 
Global）にて培養を継続し（ 37℃、 6％ CO 2、 5％ O 2、 89％ N 2）、
受精後 3 日目（ Day3）、5 日目（ Day5）の分割、胚発育の状況を
顕微鏡下で確認した。 Day3 胚は Veeck の分類（図 3-9）を用い
て（ Veeck,  1991）、Day5 の胚盤胞は Gardner 分類（図 3-10）を
用いてグレーディングを行った（ Trounson et  al . ,  1999）。 Day3
胚は Veeck 分類 8 細胞期グレード 2 以上を、 Day5 胚盤胞は
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Gardner 分類 3BB 以上を良好胚盤胞と判定した。 c-ICSI とピエ
ゾ ICSI、 ICSI 施行後のそれぞれの生存卵子率、受精率、 Day3
良好胚率、Day5 胚盤胞率、Day5 良好胚盤胞率を算出し、その成
績を比較検討した。  
 
・統計処理  
 得られた結果の統計的評価は、カイ 2 乗検定により行い、有意
水準 1%として判定した。  
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図 3-1．回収されたヒト COC 
 
Bar は、 5mm 
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図 3-2．準備した 5 本のピペット  
 
①  ファイヤーポリッシュのみのパスツールピペット  
②  300μ m 
③  200μ m 
④  150μ m 
⑤  130μ m 
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図 3-3．ヒアルロニダーゼ処理の dish の準備と手順  
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図 3-4．マイクロマニピュレーターの各軸のダイヤル  
 
A.    X 軸ダイヤル  
B.    Y 軸ダイヤル  
C.    Z 軸ダイヤル  
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図 3-5 作製した ICSI  dish  
 
①  精子用ドロップ  
②  ピペット準備用ドロップ  
③  卵子洗浄用ドロップ  
④  卵子用ドロップ  
 
各ドロップを作製した後、37℃に温められたミネラルオイルにて
カバーした。  
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図 3-6．卵子の固定  
 
極体を 6 時もしくは 12 時方向に、なおかつ 3 時方向にできる
だけ囲卵腔が広い部分が来るようにホールディングピペットに
固定した。  
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図 3-7．  c-ICSI の連続写真  
（ A）  卵子を固定し、精子をピペットの先端へ移動させる  
（ B）  3 時方向からピペットを押し進める  
（ C）  透明帯が破ける  
（ D）  さらに奥に押し進める  
（ E）  吸引圧をかけ、細胞膜を細胞質ごと吸引する  
（ F）  細胞膜が破れる  
（ G）  ピペットをわずかに奥に進め、 精子を注入する  
（ H）  ピペットをゆっくりと抜去する  
（ I）  終了  
  Bar は、 50μ m 
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図 3-8．ピエゾ ICSI の連続写真  
（ A）  卵子を固定し、 3 時方向からピペットを押し当てる  
（ B）  ピエゾパルスにて透明帯に穴を開ける  
（ C）  透明帯を貫通  
（ D）  精子をピペットの先端へ移動させる  
（ E）  ピペットを細胞質内へ押し進める  
（ F）  ピエゾパルスにて破膜させる  
（ G）  精子を注入する  
（ H）  ピペットをゆっくりと抜去する  
（ I）  終了  
Bar は、 50μ m 
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図 3-9． 4 細胞期と 8 細胞における Veeck 分類の模式図   
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図 3-10 Gardner 分類と拡張胚盤胞（ BL-3）における模式図  
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４－３．結果  
 c-ICSI、ピエゾ ICSI いずれの方法においても、受精卵を得る
ことは可能であり、得られた受精卵については形態的な差異は認
められなかった（図 3-11）。 c-ICSI は、 735 周期 3497 個の成熟
卵子に対して行い、生存卵子率は 91.7%（ 3209/3497）、 ICSI 施
行卵子あたりの受精率は 66.2%（ 2315/3497）、生存卵子あたりの
受精率は 72.1%（ 2315/3209）であった。ピエゾ ICSI は、 816
周 期 3556 個 の 成 熟 卵 子 に 対 し て 行 い 、 生 存 卵 子 率 は 96.3%
（ 3355/3556 ）、 ICSI 施 行 卵 子 あ た り の 受 精 率 は 72.6%
（ 2582/3556）、生存卵子あたりの受精率は 77.0%（ 2582/3355）
であった。生存卵子率、 ICSI 施行卵子あたりの受精率、生存卵
子あたりの受精率においてピエゾ ICSI は、c-ICSI に比して有意
に高い値を示した（表 3-1）。  
受 精 後 の 胚 発 育 で は c-ICSI は 、 Day3 良 好 胚 率 44.4%
（ 1028/2315）、Day5 胚盤胞率 45.2%（ 917/2030）、Day5 良好胚
盤胞率 29.2%（ 593/2030）であった。ピエゾ ICSI は、 Day3 良
好胚率 50.7%（ 1290/2542）、Day5 胚盤胞率 45.5%（ 1034/2272）、
Day5 良好胚盤胞率 29.3%（ 666/2272）であった。 Day3 以降の
胚発育にについては、有意な差は認められなかった（表 3-1）。  
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表 3-1． c-ICSI とピエゾ ICSI の受精確認時の成績  
 
 
c-ICSI ピエゾ ICSI 
治療周期数  735 816 
ICSI 施行卵子数  3497 3556 
生存卵子率（ %）  
91.7 a 96.3 b 
（ 3209/3497）  （ 3355/3556）  
受精率（％、施行卵子
あたり）  
66.2 a 72.6 b 
（ 2315/3497）  （ 2582/3556）  
受精率（％、生存卵子
あたり）  
72.1 a 77.0 b 
（ 2315/3209）  （ 2582/3355）  
Day３良好胚率  
44.4 50.7 
（ 1028/2315）  （ 1290/2542）  
Day５胚盤胞率  
45.2 45.5 
（ 917/2030）  （ 1034/2272）  
Day５良好胚盤胞率  
29.2 29.3 
（ 593/2030）  （ 666/2272）  
 
a ,b：同行異符号間に有意差あり (P < 0 .01 )  
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図 3-11． C-ICSI とピエゾ ICSI によって得られた受精卵  
  
c -ICSI によって得られた受精卵（ A）とピエゾ ICSI  によって
得られた受精卵（ B）。c-ICSI とピエゾ ICSI によって形態的な違
いは、認められなかった。  
Bar は、 50μ m 
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４－４．考察  
 本検討によりヒト卵子においても c-ICSI に比べてピエゾ ICSI
は有意に成績が改善した（生存卵子率 91.7  vs  96 .3、受精率  66.2  
vs  72.6）。これは、 Hiraoka ら（ 2013）と同様の結果であり、彼
らは c-ICSI は膜穿破時にピペット内へ細胞質を吸引するため細
胞膜穿破面積が大きくなり、卵子への物理的なダメージが増大し、
結果変性率が高くなったと推測している。また、ピエゾ ICSI で
はインジェクションピペット先端の透明帯貫通時に卵子が変形
しないことも卵子へのダメージを減少させたと要因と述べてい
る。卵子へのより非侵襲的な ICSI を実現できたことが ICSI 後
の変性率を低下させ、 ICSI 施行卵子あたりの受精率の改善につ
ながったと考えられる。しかし、合わせて生存卵子あたりの受精
率も改善しており（ 72.1% vs 77.0%）、これは単純に生存性を向
上させただけではなく、何か別の要因も含まれる ことを示唆して
いる。c-ICSI では、しばしば精子の注入の際に吸引した細胞膜と
精子が纏わりつき、細胞質内へ注入しにくいことがあり、 c-ICSI
の不受精の原因の一つに精子を注入したつもりでも、実際には精
子が注入できておらず精子が囲卵腔へ排出されているケースが
知られている。このことを合わせて考えると、ピエゾ ICSI は細
胞膜の穿破時にピエゾパルスによりきれいな円形の穴が開くこ
とで、より確実な精子の注入が可能になっているのではないかと
考えられた。  
 受精後の胚発育については良好胚発育には差を認めておらず
（ Yanagida et  al . ,  1999;  Hiraoka  et  al . ,  2013）、これも本検討
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と同様の結果であった。このことからピエゾ ICSI は、ICSI 施行
後の変性率を下げ、同時に受精率を向上させ、胚発育は c-ICSI
と同等の成績が得られる有用な方法であることが示された。  
  
84 
 
第５章  
総合考察  
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ICSI は、雄性生殖細胞を顕微操作により人為的に卵子内へ注
入し、受精させる方法である。体外受精と異なり、精子の運動性
は必須ではないことから、不動精子や未熟な精子、変態前の精子
細胞でも受精が可能である。今回使用したヨザルは、精子性状が
不良であることが報告されており（ Nakazato et  al . ,  2015）、体
外受精での胚の作出は困難であると考えられ、 ICSI を用いるこ
ととした。しかし、ヨザルはアカゲザルなどのように有効な卵巣
刺激法（ Hewitson et  al . ,  1998 ;  Nusser  et  al . ,  2001）が確立さ
れておらず、 ICSI を行う成熟卵子を数多く得ることは難しく、
精子の性状がかなり不良であることを考慮すると、ヨザル精子の
卵子活性化能が低いことも考えられ、ヨザル卵子とヨザル精子を
用いた ICSI はかなり不確実な実験であることが懸念された。そ
こで、少しでも事前に情報を得るために、マウス卵子へ ヨザル精
子を用いて ICSI を行うことでヨザル精子の卵活性化能を調べる
こととした。マウス卵子は、異種精子を注入しても活性化し前核
を形成することが知られている（ Kimura et  a l . ,  1995 ;  Yazawa et 
al . ,  2000）。また、 Kimura ら（ 1995）の報告では、ピエゾマイ
クロマニピュレーターを用いたピエゾ ICSI では、精子を注入し
ない疑似注入での活性化率は 4.6%（ 62/63）であり、ピエゾマイ
クロマニピュレーターを用いない c- ICSI では 20.0%（ 4/20）
（ Rybouchkin et  al . ,  1995）であり、これらのことから精子の卵
活性化能を調べるには、ピエゾ ICSI 用いることが適していると
考えられた。ヨザル精子とマウス卵子を用いた ICSI を合計 7 回、
計 215 個に対して行い、生存卵子率 60.5%（ 130/215）とやや低
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い値であった。これは、マウス卵子への顕微注入の難しさに不慣
れな点が、 1 番の要因であった。しかし、生存卵子あたりの前核
形成率は 91.5%（ 119/130）と高率であったことから、ヨザル精
子は充分な卵活性化能を有していることが示された。  
 また、異種精子を用いたマウス卵子への ICSI は、精子の染色
体分析にも用いられている（ Rybouchkin et  al ,  1995 ;  Lee et  al ,  
1996;  Araki  et  al ,  1999;  Ogawa et  a l ,2000）。今回得られた前核
期胚からヨザル精子染色体が分析可能な染色体標本の作製に成
功した。  
 ヨザル精子に卵活性化能があることが確かめられたことによ
り、ヨザル胚の作出を目的としてヨザル卵子、精子を用いて ICSI
を行った。採卵の結果、14 個の COC を回収でき、IVM を行うこ
とで 2 個の成熟卵子を得た。ヨザル卵子を用いた ICSI は初めて
であり、念のため未熟卵子も含め 9 個に ICSI を行ったが、 ICSI
後 17.5 時間の観察より、成熟卵の 2 個のみが受精していた。 1
個は、すでに 2 細胞期へ分割しており、もう一つは第 2 極体のみ
の確認であったが、その後前核を形成することなく 2 細胞期へ分
割したことから、 2 個ともすでに前核が消失していたものと考え
られた。その後、ICSI 後 48 時間で 4 細胞と 5 細胞、66 時間で 6
細胞と 8 細胞、 98 時間では両方とも 10 細胞、 114 時間では幾つ
かの割球にコンパクションが認められたが、その後の発育は停止
し 138 時間で培養を終了した。今回の検討では、胚盤胞には発育
しなかったが、得られた 2 個の成熟卵から 2 個（ 100%）の受精
卵を得ることができ、その後胚発育も認められた。  
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 胚盤胞への発育が認められなった原因として、いくつか 考えら
れる。まず、ヨザルでは卵巣刺激が確立されておらず、成熟卵子
を数多く得ることが難しいことである。これは、適切な卵巣刺激
の確立、もしくは効率のよい体外成熟培養の確立が望まれる。 2
つ目には、培養液の問題である。 Zhang ら（ 1994）は、アカゲ
ザルでは、 CMRL 培地（ 10%FBS 添加）と比較して BRL 細胞と
の共培養によって培養成績が向上したと報告している 。共培養も
含めて適切な培養液の開発が必要であろう。最後は、精子の質の
問題である。ヒト生殖医療では、精子所見低下は精子 DNA の
fragmentation の増加（ Benchaib  et  al . ,  2003）、引いては受精率
の低下（ Lopes et  a l . ,  1998）、着床率の低下（ Muriel  et  al . ,  2006）
を引き起こすことが報告されている。  
このようにヨザルの IVF-ET の成功には、いまだ幾つかの課題
は残されてはいるものの、 ICSI によってヨザルの受精卵の作出
に成功した。ヨザル卵子を用いた ICSI は、初めてであったにも
関わらず、受精卵を得ることに成功したのは、ヨザル卵子が
Matsumoto ら（ 2015）の報告と同様にヒト卵子と形態的に類似
したこと、さらには ICSI 時にインジェクションピペットを細胞
質へ刺した際の細胞膜の伸展性なども非常によく似ており、術者
が不妊治療におけるヒト ICSI を 3,000 件以上行っている熟練者
であったことも一因であったと考えられる。ヨザル卵子のヒト卵
子との類似性、ヨザル精子が性状不良であり、まさにヒトにおけ
る ICSI の適応（男性不妊症）と同じであることから、ヨザルの
ヒト不妊モデル動物としての、可能性を見出せた検討であった。 
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 ヒト生殖医療の様々な手法は、実験動物や前述したサルなど の
ヒトモデル動物からの知見によるところが大いに存在する。特に
ICSI などの発生工学の技術手的手法を取り入れたものはなおさ
らである。 ICSI によって初めて受精卵の作出に成功したのは
1976 年にハムスター卵子を用いた Uehara らの報告であったが、
この時に用いられた ICSI は、先端が鋭利なインジェクションピ
ペットを用いた c - ICSI であった。その後は、 c-ICSI によってウ
サギやウシなどで産仔の獲得に 成功している。しかし、実験動物
の中心でもあったマウスにおいては、c-ICSI は施行後の生存性が
低値であり、良好な結果は得られなかった。しかし、 Kimura ら
（ 1995）は、ピエゾマイクロマニピュレーターを用いたピエゾ
ICSI によりマウスにおいて産仔が得られたことを報告し、 大き
なインパクトを与えた。この報告をきっかけに、実験動物ではピ
エゾ ICSI が、急速に広がった。しかし、ヒトおいては初めて妊
娠出産に成功した Palermo ら（ 1992）が c-ICSI であったことで、
ピエゾ ICSI 導入は時間を要した。しかし、近年ヒトにおけるピ
エゾ ICSI の有用性も報告されている（ Hiraoka et  al . ,  2013）。
そこで ICSI の成績の向上を図るため、ピエゾ ICSI を導入し、
c-ICSI と比較検討を行った。その結果、 c-ICSI に比べてピエゾ
ICSI は有意に成績が改善することが認められた（生存卵子率
91.7  vs  96 .3、受精率  66.2  vs  72.6）。また、生存卵子あたりの受
精率も向上していることから（ 72.1% vs 77 .0%）、ピエゾ ICSI
は、c-ICSI に比べて非侵襲的で、より精子の確実な注入が可能な
ICSI であることが示唆された。また、D3 良好胚率などの胚発育
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に関して差は認められなかったことから、胚発育は同等で あり、
なおかつ生存卵子率、受精率は改善させることができる、有用な
方法であることが示された。  
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第６章  
総括  
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 哺乳動物における生殖工学の発展は著しく、体外受精、顕微授
精、胚移植などの技術はヒト生殖補助医療へも応用されている。
その結果、子孫を残すことが困難とされてきた男性不妊患者にお
いても顕微授精の適用で挙児が可能となった。しかし、顕微授精
についてはまだ技術的な改善の必要性がある。  
そこで本研究では、哺乳類とくに新世界ザルの 1 種であるヨザ
ルおける卵細胞質内精子注入法（ ICSI）を用いた胚の作出、また
ヒトにおいてはピエゾマイクロマニピュレーターを用いたピエ
ゾ ICSI の有用性について検討した。  
 
第 1 章では、「緒論」として本研究の背景と意義について論じ
た。  
 
第 2 章では、「マウス卵子へのヨザル精子の卵細胞質内精子注
入による卵活性化能の確認とヨザル精子染色体標本の作製 」とし
て、ヨザル胚作出のためヨザル精子の卵活性化能の有無を調べる
とともにヨザル精子染色体の染色体標本の作製を試みた。  
 ヨザルという貴重な実験動物を使用するということ、成熟卵子
が数多く取れない可能性が高いこと、ヨザル精子はその性状から
卵子活性化能がない、もしくは不十分である可能性が考えられこ
とから、できうる限り確実に受精卵を得ることができるよう、異
種精子でも前核形成が確認されているマウス卵子へのヨザル精
子の ICSI を行った。合計 7 回の実験を行い、マウス 22 匹から
採卵を行い 342 個の卵子を回収した。そのうち第 1 極体の放出を
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確認できた 215 個の成熟卵に ICSI を行った。その結果、 130 個
（ 60.5%）が生存し、119 個（ 55.3%）に前核の形成を認めた。ICSI
後の生存卵子率が 60.5%であり、約 4 割が ICSI 後に変性をして
おり、その結果前核形成率は 55.3%と低い値であったが、生存卵
子あたりでの前核形成率は 91.5%（ 119/130）であった。また、
ICSI 時に細胞膜を穿破する際、はじめはインジェクションピペ
ットを卵子の 2/3 程度まで進入させたところでピエゾパルスにて
破膜を行っていたが、 4 回目以降からは 4/5 程度進入させて破膜
を行うように変更した結果、生存卵子率が有意に上昇した（ 27.6% 
vs  72 .6%）。生存卵子あたりの前核形成率が 91.5%と高率であっ
たことから、ヨザル精子は卵活性化能を有することが確認できた。
また、得られた前核期胚を用いて、染色体標本を作製した。その
結果、ヨザル精子染色体が分析可能な染色体標本の作製に成功し
た。  
 
第 3 章では、「ヨザル卵子への卵細胞質内精子注入による胚作
出」として、ヨザル卵子とヨザル精子を用いて ICSI を行い、ヨ
ザル胚の作出を試みた。  
ヨザルは卵巣刺激が確立されていなことから、性周期を何もコ
ントロールすることなく採卵を行った。両卵巣から 14 個の COC
を回収した。卵丘細胞の付着状態が良好なものから 3 段階に分類
し、 excel lent  3 個、 good 4 個、 poor  7 個を得て、 25 時間の体外
成熟培養を行った。卵子の成熟確認のため 0.1％ヒアルロニダー
ゼ処理にて卵丘細胞の除去をおこなった結果、 excel lent  COC 3
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個からは 1 個（ 33.3%）、 Good COC 4 個からは 1 個（ 25.0%）の
成熟卵子が得られた。 Poor  COC からは、成熟卵子が得られなか
った。得られた 2 個の成熟卵子は、形態的にはヒト成熟卵子と類
似していた。ヨザル卵子を用いた ICSI は、今回が初めてであり
練習の意味も含めて念のため成熟卵子 2 個の他に未熟卵子 7 個に
も ICSI を行った。成熟卵子 2 個に ICSI を施行した結果、2 個と
も生存（ 100％）し、未熟卵子７個に ICSI した結果、5 個が生存
（ 71.4％）した。また、 ICSI を行った際、インジェクションピ
ペットを卵子内 2/3 程度まで進入させても卵細胞膜は、破けるこ
となく伸展し、その伸展性はヒト卵 子やマウス卵子と同等であり、
卵細胞膜の破れる様子も似ていた。ヨザル卵子は、形態のみなら
ず ICSI 時の卵子の変化もヒト卵子やマウス卵と類似していた。
顕微授精の後、17.5 時間に第 2 極体の放出により受精の確認を行
った。excel lent  COC 由来の 1 個では 2 細胞期に達しており、good 
COC 由来 1 個は、前核は確認できなかったが第 2 極体の放出が
確認され、2 個（ 100%）とも受精していた。未熟卵子からは、受
精卵は得られなかった。 ICSI 後 30.5 時間には、 1 個は 3 細胞期
（不等分割）へ、もう 1 個は 2 細胞期への分裂が確認された。継
続培養の結果、 ICSI 後 48 時間には各々 4 細胞期と 5 細胞期、66
時間では 6 細胞期と 8 細胞期、 98 時間では 2 個とも 10 細胞期、
114 時間では両方とも部分的に細胞の融合を認めたものの、それ
以降の発育は停止し ICSI 後 138 時間で培養を終了した。  
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第 4 章では、「ヒトにおける卵細胞質内精子注入法の適用によ
る胚作出とその改善」として、ヒト不妊治療における ICSI の成
績向上のためピエゾ ICSI を試み、従来から行われている通常の
ICSI との比較検討を行うことで、その有用性を検討した。  
インフォームドコンセントの得られた ICSI 適応の患者に対し
てピエゾ ICSI を施行し、 c-ICSI と生存卵子率、受精率、胚発育
を比較することでその有用性を検討した。受精の結果は、通常の
ICSI を 735 周期 3497 個の卵子に対して行い、生存卵子率は
91.7%（ 3209/3497）、 ICSI 施行卵子あたりの受精率は 66.2%
（ 2315 /3497）、生存卵子あたりの受精率は 72.1%（ 23 15 /32 09）
であった。ピエゾ ICSI は、816 周期 3556 個の成熟卵子に対して
行い、生存卵子率は 96.3%（ 3355/3556）、 ICSI 施行卵子あたり
の受精率は 72.6%（ 2582/3556）、生存卵あたりの受精率は 77.0%
（ 2582/3355）であった。生存卵子率、ICSI 施行卵子あたりの受
精率、生存卵子あたりの受精率、全ての項目で有意にピエゾ ICSI
が高い値を示した。しかし、その後の Day3 良好胚率や Day5 胚
盤胞率など胚発育には差を認めなかった。これらの結果より、ピ
エゾ ICSI は通常の ICSI と比較して、胚発育には差は認めない
ものの、生存卵子率、受精率を有意に改善することが明らかとな
り、その有用性が認められた。 1 個でも多くの受精卵を得ること
は、不妊治療の成績向上のためには大変重要であり、この結果は
今後の治療成績向上の一助になるものと考えられる。  
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要旨  
 
哺乳動物における生殖工学の発展は著しく、マウスや家畜にお
いて開発された体外受精、顕微授精、胚移植などの技術は、ヒト
生殖補助医療へも応用され、難治性男性不妊患者においても顕微
授精の適用で子孫を残すことができるようになった。しかし、顕
微授精についてはまだ技術的な改善の必要性がある。  
本研究では、新世界ザルの 1 種であるヨザルの卵子と精子を用
いてピエゾマイクロマニピュレーターによる卵細胞質内精子注
入法（ Intracytoplasmic sperm injection: ICSI）を試み、初め
て胚作出に成功した。またヒト卵子においてもピエゾマイクロマ
ニピュレーターによる ICSI が有用であることを明らかにした。  
初めに、ヨザルという貴重な実験動物を使用すること、成熟卵
子が数多く採取できない可能性が高いこと、ヨザル精子はその性
状から卵子活性化能がない、もしくは不十分である可能性が考え
られたことから、異種精子の ICSI でも前核形成が確認されてい
るマウス卵子へヨザル精子の ICSI を行った。卵子が小さく脆い
マウス卵子への ICSI は技術的な難度が高いとされるが、ピエゾ
マイクロマニピュレーターを使用し、卵細胞膜の穿破を工夫した
結果、生存卵子率を有意に上昇できた（ 27.6% vs 72.6%）。ヨザ
ル精子を ICSI し得られた生存卵子あたりの前核形成率は 91.5%
と高率であったことから、ヨザル 精子は卵活性化能を有すると判
定された。また、得られた前核期胚を用いて染色体標本を作製し、
ヨザル精子染色体が分析可能な標本の作製に成功した。  
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次に、ヨザル雌個体から採卵を行った。安楽死後に摘出した両
卵巣から 14 個の卵丘卵子複合体 (COC)を回収し、卵丘細胞の状態
が良好なものから 3 段階に分類し、Excellent COC 3 個、Good COC 
4 個、 Poor COC 7 個を得て、 25 時間の体外成熟培養を行った。卵
子の成熟確認のために 0.1％ヒアルロニダーゼ処理により卵丘細
胞の除去を行った結果、Excellent COC 3 個からは 1 個（ 33.3%）、
Good COC 4 個からは 1 個（ 25.0%）の成熟卵子が得られた。Poor COC
からは、成熟卵子は得られなかった。得られた 2 個の成熟卵子は、
形態的にはヒト成熟卵子と類似していた。なお、ヨザル卵子を用
いた ICSI は今回が初めてのため、成熟卵子への ICSI の前に、未
熟卵子 7 個にも ICSI を試行し方法を検討したところ、5 個が生存
（ 71.4％）していた。ICSI を行った際インジェクションピペット
を卵子内 2/3 程度まで進入させても卵細胞膜は破けることなく伸
展し、その伸展性はヒト卵子やマウス卵子と同等であり、卵細胞
膜の破れる様子も類似していた。成熟卵子 2 個に ICSI を施行し
た結果 2 個とも生存（ 100％）した。顕微授精の 17.5 時間後に第
2 極体の放出により受精の確認を行った。Excellent COC 由来の 1
個は 2 細胞期に達しており、Good COC 由来の 1 個では前核を確認
できなかったが第 2 極体の放出が確認され、 2 個（ 100%）とも受
精と判定した。受精したものは ICSI 後 30.5 時間には、 1 個は 3
細胞期へ、もう 1 個は 2 細胞期へと発生した。継続培養の結果、
ICSI 後 48 時間には各々 4 細胞期と 5 細胞期、 66 時間では各々 6
細胞期と 8 細胞期、 98 時間では 2 個とも 10 細胞期へと発生し、
114 時間では両方とも部分的に細胞の融合を認めたものの、それ
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以降の分割は見られなかったため、発生停止と判断し、 ICSI 後
138 時間で培養を終了した。胚盤胞までの発生は見られなかった
ものの、これまで報告されていないヨザルの体外胚作出にピエゾ
マイクロマニピュレーターによる ICSI で初めて成功した。  
マウスやヨザルで高い生存卵子率であったピエゾマイクロマ
ニピュレーターを用いた ICSI をインフォームドコンセントの得
られた ICSI 適応の患者の卵子の卵子に対して施行し、通常の
ICSI と生存卵子率、受精率、胚発育率を比較検討した。通常の
ICSI では、生存卵子率は 91.7%、ICSI 施行卵子あたりの受精率は
66.2%、生存卵子あたりの受精率は 72.1%であった。ピエゾ ICSI
では、生存卵子率は 96.3%、ICSI 施行卵子あたりの受精率は 72.6%、
生存卵子あたりの受精率は 77.0%であった。生存卵子率、ICSI 施
行卵子あたりの受精率、生存卵子あたりの受精率の全てにおいて
有意にピエゾ ICSI が高い値を示した。その後の Day3 良好胚率や
Day5 胚盤胞率などの胚発育には差を認めなかった。これらの結果
から、ピエゾ ICSI は通常の ICSI と比較して、生存卵子率、受精
率を有意に改善することが示され、その有用性を明らかにするこ
とができた。  
ピエゾマイクロマニピュレーターによる ICSI 法を検討した本研
究は、ヨザル体外胚作出に初めて成功し、さらにヒト卵子に適用
することでその有用性を明示した。本研究結果は、種々の哺乳動
物へのピエゾ ICSI の適用のみならず、今後のヒト不妊症の治療
成績向上の一助になるものと考えられる。  
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